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РЕФЕРАТ
Выпускная  квалификационная  работа  по  теме  «Определение  констант
связывания  флуоресцентно-меченных  нуклеотидов  с  белками»  содержит  83
страницы текстового документа, 84 использованных источников, 3 таблицы, 30
иллюстраций.
БИОСИНТЕЗ  БЕЛКА,  КРИСТАЛЛОГРАФИЯ,  АНИЗОТРОПИЯ
ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ, КОМПЛЕКСЫ БЕЛКОВ С НУКЛЕОТИДАМИ 
Объекты  –  белки,  принимающие  участие  в  регуляции  транскрипции  и
трансляции РНК.
Цель:  разработка  и  апробация  методики  определения  сродства  белков,
принимающих  участие  в  регуляции  транскрипции  и  трансляции  РНК,  к
флуоресцентно-меченным нуклеотидам.
В  результате  данной работы был проведен  анализ  сродства  ряда  РНК-
связывающих белков к флуоресцентно-меченным нуклеотидам АМФ-MAНT и
ГМФ-MAНT  по  изменению  флуоресцентной  анизотропии.  Измерены
равновесные  константы  диссоциации  для  исследуемых  комплексов  белков  с
нуклеотидами.
Установлено,  что  метод  позволяет  оценить  возможность  получения
стабильных  комплексов  белков  с   нуклеотидами,  которые  могут  быть
использованы  для  кристаллизации  с  целью  определения  структур  таких
комплексов.
Данная работа выполнена на базе лаборатории структурных исследований
аппарата трансляции Института белка РАН, г. Пущино.
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ВВЕДЕНИЕ
На  протяжении  всего  своего  существования  в  клетках  молекулы  РНК
взаимодействуют с большим количеством РНК-связывающих белков. Эти белки
участвуют в процессах транскрипции и трансляции, в транспорте, локализации
и маскировании мРНК и т.п.
Определяющую роль  в  регуляции  таких  важных  клеточных  процессов
играет РНК-белковое узнавание. Исследование РНК-белковых взаимодействий
позволяет  понять  механизмы  реализации  транскрипции  и  трансляции  на
молекулярном уровне, а для этого необходимо точно измерять сродство между
исследуемыми белками и их РНК-мишенями.
Правильное  определение  параметров  связывания  весьма  актуально  не
только для фундаментальных исследований (при изучении взаимодействий и
функционирования  различных  комплексов),  но  и  может  иметь  существенное
значение  для  решения прикладных задач (в  фармакологии,  медицине  и  т.д.),
например, при разработке и тестировании лекарственных средств.
В настоящее время разработан ряд биофизических методов, позволяющих
понять механизм взаимодействия РНК-белковых комплексов. Одним из таких
методов является флуоресцентная анизотропия. 
Ранее  в  нашей  лаборатории  было  показано,  что  взаимодействие
отдельных рибонуклеотидов с белком  Hfq – важным регулятором трансляции
многих мРНК в бактериях – происходит в сайтах связывания одноцепочечных
РНК,  причём ориентация оснований изолированных нуклеотидов и образуемые
ими контакты идентичны тем, которые имеются в РНК-белковых комплексах
[1].  Это  наблюдение  позволило  предложить  метод  идентификации  мест
специфического  узнавания  оснований  одноцепочечных  РНК  на  поверхности
белков  определением  структур  нуклеотид-белковых  комплексов  с  помощью
рентгеноструктурного  анализа.  Необходимым  и  важным  подготовительным
этапом  такого  подхода  является  оценка  сродства  нуклеотидов  к  белкам-
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мишеням,  что  позволяет  оценить  стабильность  получаемых  комплексов  и
возможность их выделения и кристаллизации для дальнейших исследований.
Целью работы является разработка и  апробация методики определения
сродства  белков,  принимающих  участие  в  регуляции  транскрипции  и
трансляции РНК, к флуоресцентно-меченным нуклеотидам.
В рамках работы были поставлены следующие задачи:
• Измерить  сродство  различных  РНК-связывающих  белков  к
рибонуклеотидам  аденозинмонофосфату  и  гуанозинмонофосфату  с
флуоресцентной  меткой  (АМФ-MAНT и  ГМФ-MAНT)  по  изменению
флуоресцентной анизотропии;
• Вычислить равновесную константу диссоциации комплексов (KD);
• Оценить достоинства и недостатки выбранного метода.
 Работа  выполнена  на  базе  лаборатории  структурных  исследований
аппарата  трансляции  и  лаборатории  физики  белка  Института  белка  РАН,  г.
Пущино.
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1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
1.1 Комплексы белков с нуклеиновыми кислотами
Нуклеопротеиды содержатся во всех клеточных организмах и выполняют
различные  функции,  связанные  с  хранением  и  передачей  наследственной
информации.  В  зависимости  от  типа  входящих  в  состав  нуклеопротеидных
комплексов  нуклеиновых  кислот  различают  рибонуклеопротеиды  (РНК)  и
дезоксирибонуклеопротеиды (ДНК). 
Комплексы  нуклеиновых  кислот  с  белками  стабилизированы
водородными  связями,  электростатическими  и  гидрофобными
взаимодействиями.  В  случае  специфичного  нуклеиново-белкового
взаимодействия,  когда  определённый  участок  белка  связан  со  специфичной
(комплементарной  участку)  нуклеотидной  последовательностью,  вклад
водородных  связей  максимален.  При  образовании  неспецифичного
взаимодействия  основную  роль  в  стабилизации  играют  электростатические
взаимодействия  отрицательно  заряженных  фосфатных  групп  нуклеиновой
кислоты с положительно заряженными аминокислотными остатками белка. В
основе  способности  самосборки  (образование  комплекса  in  vitro при
соответствующих  условиях  без  присутствия  дополнительных  агентов  и
клеточных  структур)  некоторых  нуклеопротеидов  (например,  рибосомных
субчастиц)  лежат  специфические  взаимодействия,  т.е.  структуру  комплекса
можно  полностью  реконструировать  из  отдельных  компонентов  [2].
Комплексообразование  сопровождается  существенными  конформационными
изменениями  нуклеиновых  кислот   (НК)  и,  не  во  всех  случаях,  белков.
Известно,  что структура НК в изолированном виде имеет менее компактную
структуру, чем в составе комплексов [3]. 
Комплексы нуклеиновых кислот с белками диссоциируют при добавлении
фенола,  формамида,  мочевины,  ионогенных  поверхностно-активных  веществ
(ПАВ),  повышении  концентрации  солей,  увеличивающих  ионную  силу
раствора.  В  качестве  примеров  рибонуклеопротеидов  можно  привести
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специфические  и  неспецифические  комплексы  мРНК  с  белками,  рибосомы.
Специфические комплексы образуют  мРНК с мРНК-связывающими белками:
факторами  инициации  трансляции,  специфическими  репрессорами  и
активаторами трансляции и другими [4].
1.2 Методы изучения комплексов белков с нуклеиновыми кислотами
В настоящее время разработан ряд биофизических методов, позволяющих
определить  константы  ассоциации/диссоциации  комплексов,  оптимальные
концентрации  для  биомолекулярных  взаимодействий  и  термодинамические
параметры  РНК-белковых  комплексов.  Биофизические  методы  различаются
между  собой  по  ряду  аспектов.  Каждый  из  методов  обладает  своими
достоинствами  и  недостатками,  особенно  в  отношении  чувствительности  и
специфичности метода, в необходимости для иммобилизации лиганда или его
маркировки, в ограничении количества образца, в общей стоимости проведения
исследования.
Наиболее  широко  используют  такие  методы,  как  поверхностный
плазмонный резонанс (ППР)  [5], связывание на нитроцеллюлозных фильтрах
[6],  изотермическую  калориметрию  титрования  (ITC)  [7],  микромасштабный
термофорез (MST)  [8],  ядерный  магнитный  резонанс  (ЯМР)  [9],  некоторые
спектроскопические методы, например тушение флуоресценции [10], измерение
интенсивности флуоресценции или поляризации [11]. Далее некоторые из этих
методов будут рассмотрены более подробно.
1.2.1 Эксперименты по связыванию на нитроцеллюлозных фильтрах
Связывание на нитроцеллюлозных фильтрах является одной из старейших
и до сих пор широко используемых методик, позволяющих охарактеризовать
ДНК/  РНК-белковых взаимодействия  и  определить  константы образования  и
распада комплексов. 
Метод был разработан в 1970-е годы для кинетических исследований [12].
Г. Тоубин и др. разработали метод для электрофоретического переноса белков
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из  полиакриламидных гелей  на  нитроцеллюлозные листы (вестерн-блоттинг)
[13].  Ярус  и  Берг  впервые  описали  применение  метода  для  характеристики
аминоацил-тРНК-синтетазы  -  измеряли  константы  равновесия,  а  также
обнаружили комплекс изолейцила с аденозинмонофосфатом (АМФ) [14].
Принцип  данного  метода  основан  на  способности  нитроцеллюлозных
фильтров удерживать белки и связанные с ними РНК и  ДНК.
Материалы:
 Фильтры из нитроцеллюлозы
Нитроцеллюлозные  фильтры  представляют  собой  тесное  переплетение
нитроцеллюлозных волокон  [15]. Фильтры имеют структуру губки  [16]. Поры
фильтра не круглые, а неправильной формы и занимают, по меньшей мере, 80%
площади  поверхности  (рисунок   1). Фильтры  имеют  достаточную  толщину,
чтобы удерживаемые частицы не проходили сквозь  фильтр  и  в  то  же время
легко  смывались  с  поверхности.  Наиболее  известными  фирмами,
выпускающими  такие  фильтры,  являются  Millipore,  Schleicher and Schuеll и
Gelman. Диапазон максимальных размеров частиц простирается от 0,01 до 8,0
мкм. Чаще всего используют фильтры с диаметром пор приблизительно 0,45
мкм.  Процесс  связывания  белков включает в  себя активную адсорбцию,  и  в
качестве взаимодействующих частиц могут выступать вирусы или рибосомы,
которые намного меньше, чем поры фильтра, с которым они связываются.  
Белок  связывается  с  нитроцеллюлозой  за  счет  гидрофобных
взаимодействий.  В  связи  с  этим  белки  с  малой  молекулярной  массой
связываются слабее [17]. 
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Рисунок 1 - Сканирующая электронная микрофотография фильтра фирмы Millipore,
тип НА, средний размер пор которого представляет собой 0,45 мкм [16]
Вследствие малого размера пор и поверхностного натяжения жидкости
проходят  через  эти  фильтры  с  большим  трудом,  поэтому  приходится
использовать  принудительную  фильтрацию.  Вторым  следствием  малого
размера пор является возможность использовать фильтры только при работе с
малыми количествами материала, поскольку они легко засоряются. Количество
материала,  которое  можно отделить  до  существенного уменьшения скорости
потока, составляет приблизительно 250 мкг/см2 поверхности. Чтобы уменьшить
трудности, связанные с засорением, фильтры иногда используют в комплекте с
«предварительным фильтром» из толстой бумаги или стекловолокна, служащим
для удаления частиц большого размера. Однако эти фильтры прекрасно служат
для отделения микроосадков.
Фильтры очень быстро становятся хрупкими при высушивании, поэтому
многие  из  них  содержат  глицерин  для  повышения  эластичности.  Таким
образом,  если  фильтры  предварительно  не  отмыть,  эти  вещества  могут
загрязнить фильтрат, что является существенным недостатком.
 Дот-блот устройство
В настоящее время измерения проводят с помощью 32P-меченой РНК на
96-ти  луночном  дот-блот  устройстве  с  низким  вакуумом  для  улавливания
комплексов  на  трех  мембранах:  верхняя  мембрана  служит  ловушкой  для
комплексов, средняя мембрана (нитроцеллюлозная) необходима для связывания
белков  и  РНК-белковых  комплексов,  на  нижнюю  мембрану  оседают
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несвязанные  РНК  [18].  Далее,  после  промывки  и  сушки,  для  измерения
радиоактивности,  используют  сцинтилляционный  счётчик  или  фильтр-
коллектор [19].
Все буферы должны быть приготовлены с применением MilliQ H2О, это
необходимо для удаления ионных, органических и биологических загрязнений.
Общей  проблемой  являются  нуклеазы,  поэтому  каждый  раствор
предварительно пропускают через фильтр на основе нитроцеллюлозы. Следует
использовать  реагенты высокой  степени  очистки,  чтобы  избежать  примесей,
которые могут повлиять на константу диссоциации. Также лучше использовать
фильтры  одной  марки  и  партии,  чтобы  не  допустить  появления
дополнительного источника ошибок в методе. Фильтры разных партий могут
сильно  отличаться,  у  них  может  быть  разная  пропускная  способность,  а
фильтры разных марок имеют свои отличительные свойства. 
Модифицированное  устройство  дот-блот  было  разработано  Вонгом  и
Лохманом  [18].  Нитроцеллюлозный  фильтр  зажимается  между  двумя
луночными  планшетами  для  проб,  в  которых  каждая  лунка  окружена
кремниевым  уплотнительным  кольцом.  Герметичное  уплотнение,
обеспечиваемое  этой  конструкцией,  исключает  просачивание  образца  за
пределы лунки (рисунок  2).  Альтернативная схема состоит в использовании
отдельных фильтров для каждого образца. Недостатком этого метода является
увеличение погрешности из-за изменчивости фильтра. 
Современная  система  Minifold  I  содержит  в  себе  четыре  основных
компонента:  луночный планшет для  проб,  поддерживающая планка фильтра,
вакуумный  объем  и  металлическая  зажимная  планка.  Луночные  планшеты
предлагаются в трех конфигурациях: для производства спотов, дотов и слотов.
11
Рисунок 2 - Схема модифицированного дот - блот устройства (Minifold) [20]
Методика [20]: 
1. Замочить  фильтр  из  нитроцеллюлозы  в  соответствующем  буфере
для связывания при определенной температуре на 30 - 60 мин, убедившись, что
все  поверхности  соприкасаются  с  буфером.  Любой  фильтр,  который  не
устойчив к смачиванию раствором, должен быть отброшен. Избегать контакта с
пальцами.
2. Подготовить  образцы  с  постоянным  объемом.  Предполагается
титрование [32P]-RNA белком.  Типичная  кривая титрования  будет  охватывать
три или четыре порядка концентрации белка (рисунок  3). 
3. Фильтры подсушить. Это необходимо для удаления избытка буфера.
Без этого белки диффундируют по поверхности.
4. Нанести  образцы  с  помощью  фильтрации.  Начинать  нанесение
следует с образцов с наименьшей концентрацией, и продолжать до наибольшего
значения.  Этот  этап  должен  выполняться  быстро.  Промывание  буфером
необходимо  для  того,  чтобы  снизить  уровень  неспецифической  ассоциации
меченой РНК к фильтру. 
5. Подсушить фильтр.
6. Радиоактивность  измеряется  на  жидкостном  сцинтилляционном
счетчике. Фоновое значение сорбции РНК в отсутствии белка (в норме 1.5-7%
от общего количества РНК) вычитается при построении графиков и расчете Кd.
Каждая  кривая  связывания  строится  как  минимум из  двух  экспериментов  с
помощью нелинейной регрессии.
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В  экспериментах  по  связыванию  на  нитроцеллюлозных  фильтрах
смешивают  следовые  количества  радиоактивно  меченой  РНК  с  белком  в
различных концентрациях, а затем смесь фильтруют через нитроцеллюлозный
фильтр. При условии использования следовых количеств РНК Кd может быть
определена по следующей формуле
][
][0
белокK
белокR
R
RR
d
e
tot
b


 ,  
(1. 0)
где  Re -  эффективность  сорбции;  Rb –  количество  меченой  РНК,
связавшейся с фильтром в присутствии белка;  Rо – количество меченой РНК,
связавшейся с фильтром в отсутствии белка (фон); Rtot – общее количество РНК,
наносимое на фильтр (с поправкой на фон).
Рисунок 3 - Кривые связывания мутантных форм белка MjaL1 (M205G, T204F, T204A)
и дикого типа MjaL1 (положительный контроль) со специфическим фрагментом 23S рРНК
[21]
Заключение
Несмотря на свою концептуальную простоту, метод всё же не является
достаточно  надёжным,  поскольку  большие  РНК-белковые  комплексы  плохо
удерживаются на фильтрах, что может вносить систематическую погрешность в
измерения.  С  другой  стороны,  несмотря  на  то,  что  процесс
комплексообразования в растворе является равновесным процессом, нанесение
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полученных  образцов  на  фильтры  и  их  промывка  буфером  –  процесс
неравновесный и требующий достаточно высокое сродство РНК к белку. 
Драпер  и  соавторы  [22],  утверждают,  что  некоторые  рРНК-белковые
комплексы  и  вовсе  не  удерживаются  на  нитроцеллюлозных  фильтрах.  Это
говорит  о  том,  что  успех  этого  метода  напрямую  зависит  от  изучаемого
комплекса,  также  важно  помнить,  что  эксперименты  по  связыванию  на
нитроцеллюлозных фильтрах не являются истинными показателями константы
связывания.
Важные  моменты  в  работе  с  нитроцеллюлозными  фильтрами  при
определении кажущейся константы диссоциации [20]: 
1) Для  точного  измерения  кажущейся  константы  диссоциации (Кd)
необходимо, чтобы один из компонентов присутствовал в низкой концентрации
(ниже Кd).  Это  необходимо  для  получения  хорошего  сигнала  и  обеспечения
правильной  оценки  константы  диссоциации.  В  случае,  когда  концентрация
выше или равна Кd, профиль графика будет деформирован и не позволит точно
определить значение константы диссоциации. 
2) При  высоких  концентрациях  белка,  необходимых  для  измерения
малых значений Кd , белок может агрегировать, что существенно изменит его
характеристики.  Высокие  концентрации  РНК  так  же  негативно  влияют  на
связывание. Кроме того, емкость нитроцеллюлозы ограничена, и при высоких
концентрациях  белка,  удерживание  комплекса  может  быть  очень
неэффективным.  Минимальный  диапазон  концентрации  белка,  необходимый
для точного измерения константы диссоциации составляет 1∙10–9 M до 1∙10–6 M.
При  применении  данного  метода  приблизительное  значение  кажущейся
константы диссоциации должно быть известно заранее, что требует проведение
предварительных  экспериментов  для  подбора  оптимальной  концентрации
белка.  Известно,  что  значение  константы  диссоциации  нуклеиново-белковых
взаимодействий  сильно  зависит  от  условий,  в  которых  проводится
исследование. Например, изменение концентрации солей, рН или температуры
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часто  могут  резко повышать  или  понижать  Kd.  При высоких  концентрациях
солей  сродство  связывания  ослаблено  и  Кd находится  в  диапазоне
неспецифических  связываний.  При  очень  низких  концентрациях  соли  могут
возникнуть  проблемы  в  эффективности  хранения  и  неспецифической
ассоциации РНК на нитроцеллюлозной мембране. Следует избегать как сильно
кислых  значений  рН  (может  произойти  гидролиз  белка),  так  и  высоких
(нитроцеллюлоза растворяется в сильно щелочной среде (рН > 13)). Изменение
температуры  при  измерении  Kd должно  быть  сведено  к  минимуму,  а  при
температурном изменении взаимодействия необходимо использовать, значение
рН которого остается неизменным в широком диапазоне температур.
Таким  образом,  связывание  на  нитроцеллюлозных  фильтрах  является
доступным  и  быстрым  методом,  с  помощью  которого  может  быть
проанализировано  большое  количество  образцов  одновременно.  Главный
недостаток – возможность допустить серьезные систематические ошибки.
1.2.2 Поверхностный плазмонный резонанс
Поверхностный  плазмонный  резонанс  является  одним  из  наиболее
распространенных  методов  для  изучения  различных  биомолекулярных
взаимодействий.
Явление  оптического  явления  поверхностного  плазмонного  резонанса
(ППР)  было  открыто  Вудом в  1902  году  [23].  Он  получил  первые  спектры,
изменяя  угол  падения  света  и  используя  солнечный  свет  (рисунок   4).
Поверхностный  плазмонный  резонанс  первоначально  использовался  для
различных  спектроскопических  и  физических  характеристик,  например,  для
улучшения  голографии  [24],  в  поверхностно-усиленной  рамановской
спектроскопии (SERS)  [25],  в  поверхностно -   плазмонной микроскопии для
получения  изображения  тонких  диэлектрических  пленок  высокой
контрастности [26].
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Рисунок 4 - Спектр для десяти различных углов падения солнечного света,
полученный Робертом Вудом в 1902 году [23]
Явление поверхностного плазмонного резонанса
Плазмоном называют квазичастицу, с помощью которой можно описать
коллективные  колебания  свободного  электронного  газа  вокруг  узлов
кристаллической  решетки  твердого  тела.  В  сущности,  плазмонами  можно
назвать  делокализованные  электроны  поверхности  металла.  Колебания
плотности  заряда,  которые  происходят  на  границе  двух  сред  с  разной
диэлектрической проницаемостью, например металл (золото, серебро, медь и
алюминий)  и  диэлектрик,   приводят  к  возникновению  поверхностных
электромагнитных волн [27].
Явление полного внутреннего отражения происходит на границе раздела
между двумя прозрачными средами с разными коэффициентами преломления.
Когда  свет  падает  на  поверхность  раздела  таких  сред  под  углом,  который
превышает  некий  критический  угол,  почти  весь  свет  полностью отражается.
Однако некоторое количество света все же проникает в среду с более низким
коэффициентом преломления в виде электрического поля, называемого стоячей
волной.  Если поверхность раздела двух сред покрыть тонким слоем металла
[28], то стоячая волна, поляризованная в плоскости падения и отражения лучей
(р-поляризованный  свет),  проникнет  в  слой  металла  (рисунок   5).  При
определенном  угле  падения  такой  свет  возбуждает  делокализованные
электроны  поверхности  металла,  названные  плазмонами, что  приводит  к
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сильному увеличению амплитуды стоячей волны (отсюда возникает резонанс).
В  этом  угле  интенсивность  отраженного  света  резко  падает  в  результате
передачи  энергии  плазмонам.  Такой  угол  падения  луча  называют  углом
резонанса.
Угол  падающего  и,  соответственно,  отраженного  света,  который
удовлетворяет условиям поверхностного резонанса плазмонов, зависит  [29] от
коэффициента  преломления  материала  с  неосвещенной  стороны  металла
(проточная ячейка в нашем случае).  Любые локальные изменения показателя
преломления  приводят  к  изменению  интенсивности  света,  попадающего  на
детектор.
Рисунок 5 - Стоячая волна, поляризованная в плоскости падения и отражения (p-
поляризация) проникает в слой металла и возбуждает электроны в поверхностном слое
металла
Поляризованный свет, падает под углом p к поверхности золотой пленки.
kпов –  это волновой вектор поверхностного плазмона,  а  k –  волновой вектор
падающего  луча.  Компоненты  kx и ky –  параллельны  и  перпендикулярны
поверхности, соответственно.
S- и p-волны в явлениях отражения и преломления 
При  изучении  закономерностей  поляризации  света  в  результате
отражения и преломления естественного света последний удобно рассматривать
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как совокупность одинаковых по интенсивности линейно поляризованных волн
двух типов:  s- и  p-волн (рисунок  6). Согласно представлениям классической
электронной теории образование отраженной волны обусловлено вторичными
волнами, которые излучают молекулы – осцилляторы отражающей свет среды.
Волне  s-типа  соответствуют  осцилляторы  (колеблющиеся  электрические
диполи), оси которых перпендикулярны к плоскости падения. Эти осцилляторы
показаны  на  рисунке  6  зелеными  стрелками.  Волне  p- типа  соответствуют
осцилляторы,  оси  которых  лежат  в  плоскости  падения  и  перпендикулярны
преломленному лучу.
Рисунок 6 - S- и p-волны: а) p-поляризованный свет: осцилляторы электрического поля
(синие стрелки) лежат параллельно плоскости, образованной падающим и отраженным
лучами (красные стрелки); (б) s-поляризованный свет: осцилляторы электрического поля
(зеленые стрелки) лежат перпендикулярно плоскости, образованной падающим и
отраженным лучами, и поэтому параллельны поверхности раздела сред
Условия для  возбуждения поверхностных плазмонов на границе между
металлом  и  раствором  выполняются  при  совпадении  проекции  волнового
вектора  падающего  света  в  направлении  границы  раздела  (kр)  и  волнового
вектора (kпов) осцилляции поверхностного плазмона:
повx kk 
,                                                                      (1. 0) 
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где  - угловая частота падающей волны;
                 c – скорость света; 
 - зависящая  от  длины  волны  комплексная  диэлектрическая
проницаемость. 
Угол падающего света и, соответственно, отраженного света  p, который
удовлетворяет условиям поверхностного плазмонного резонанса, зависит, таким
образом,  от  коэффициента  преломления  материала  с  неосвещенной  стороны
металла.   Любые  локальные  изменения  показателя  преломления  приводят  к
изменению интенсивности света, попадающего на детектор [30].
Биосенсоры
В настоящее время для исследования межмолекулярных взаимодействий
макромолекул с разным уровнем сродства широкое распространение получили
оптические  биосенсоры.  Использование  биосенсоров  удобно  для  быстрого
перебора  веществ,  предположительно  взаимодействующих  с  исследуемой
макромолекулой. 
Применять в исследованиях биосенсоры, работающие с использованием
поверхностного плазмонного резонанса, начали почти тридцать пять лет назад
[31],  когда  в  1982-1983  гг.  Лидберг  с  коллегами  показали  селективность
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адсорбции иммуноглобулина класса G (IgG) на золото-чувствительную пленку
IgG [32]. 
К преимуществам использования биосенсоров по сравнению с другими
методами  относятся:  использование  небольшого  количества  материала  (в
нанограммовом диапазоне), возможность исследования разнообразных систем
(от  молекул с  массой  от  200 Да  до  одноклеточных  организмов),  достаточно
низкие  требования  к  чистоте  препарата  (можно  исследовать  связывающие
свойства  даже  клеточного  экстракта).  Использование  биосенсоров  позволяет
проводить скрининг потенциальных лигандов для конструирования лекарств,
изучать  фармокинетику  медицинских  препаратов,  анализировать  сигнальные
системы  клеток,  исследовать  взаимодействие  гормон-рецептор.  Прикладное
использование  оптических биосенсоров  включает анализ продуктов питания,
качества медицинских препаратов, разработку диагностических тест-систем и
вакцин [33].
На рисунке 7  схематически показан биосенсор,  работающий на основе
принципа  поверхностного  плазмонного  резонанса  (ППР).  Две  среды  в
биосенсоре образованы стеклянной призмой и проточной кюветой, в которой
происходит биохимическая реакция, их разделяет тонкая металлическая пленка.
В диапазоне длин волн видимого света условия резонанса выполняются всего
для  несколько металлов,  из  которых  наиболее  подходящим  является  золото.
Сигнал, измеренный в резонансных единицах (РЕ), пропорционален количеству
вещества, связавшегося у поверхности (обычно 1000 РЕ = 1 нг связанного белка
на квадратный миллиметр).  Результаты представляются  в  виде сенсограммы,
которая отражает изменения резонансного сигнала как функции времени.
Эксперименты  по  изучению  взаимодействия  молекул  предполагают
иммобилизацию  одной  молекулы  (лиганд)  на  поверхности  биосенсора  и
наблюдение  за  ее  взаимодействием  со  второй  молекулой  (аналит),  которая
находится в растворе, протекающем с постоянной скоростью над поверхностью
биосенсора.  Специфическое  взаимодействие  приводит  к  увеличению
количества вещества,  связавшегося с  лигандом на поверхности биочипа,  что
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изменяет угол резонанса, пропорциональный массе аналита (группы аналитов)
и связавшегося с ним лиганда [29]. 
Рисунок 7 -а) Общий принцип детектирования биомолекулярных взаимодействий с
помощью поверхностного плазмонного резонанса. Увеличившаяся концентрация образца на
поверхности сенсорного чипа вызывает рост коэффициента преломления, который изменяет
резонансный угол; б) Такое изменение регистрируется положением детектора для минимума
интенсивности отраженного луча (из позиции I в позицию II); в)  Результаты эксперимента,
представленные в виде сенсограммы
Приборы, действие которых основано на методе ППР,  устроены таким
образом, что лазер испускает свет с определенной длиной волны, меняя угол,
под которым  луч  падает  на  оптическую систему  (примером такого  прибора
может  служить  ProteOn  XPR36  фирмы  Bio-Rad),  а  детектор  измеряет
интенсивность  отраженного  света.  Тот  угол  падения  света,  при  котором
интенсивность отраженного света будет уменьшаться, и есть угол резонанса в
данных условиях. Существует разновидность вышеописанного подхода,  когда
свет  определенной  длины  волны  падает  сразу  под  разными  углами  на
оптическую систему (приборы фирмы BIAcore), а интенсивность отраженного
света измеряется для всех лучей одновременно.
Условия  резонанса  зависят  от  молекул,  иммобилизованных  на  слое
золота.  Адсорбция  любой  молекулы  на  металлической  пленке  приводит  к
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изменению  свойств  поверхности.  Как  уже  говорилось  выше,  изменение
приграничного  коэффициента  преломления  может  быть  детектировано  как
изменение  резонансного  угла.  Эти  изменения  регистрируются  во  времени  и
конвертируются  в  сенсограмму.  Из  полученной  сенсограммы  могут  быть
рассчитаны  кинетические  константы  и  константы  аффинности.  Изменение
резонансного угла может обеспечивать информацию о количестве связанного
аналита  для  антитела  и  кинетики  ассоциации  (или  диссоциации)  между
антигеном и антителом. 
Возникающее  резонансное  поле  нестабильно,  оно  может
распространяться в близлежащую диэлектрическую среду на несколько сотен
нанометров  (до  300 нм)  над  поверхностью  металла  и  разрушается
экспоненциально  в  зависимости  от  расстояния  от  поверхности.  Поэтому  с
помощью  биосенсора,  основанного  на  явлении  ППР, можно  регистрировать
только взаимодействие, происходящее не дальше, чем 250 нм от поверхности
золотой  пленки.  Сигнал  ППР  линейно  пропорционален  коэффициенту
оптического преломления в зоне измерения и массе аналита независимо от его
химической природы. На сегодняшний день биосенсоры охватывают широкий
диапазон молекул – 10-9 – 10-13 (М) [34].
Существует  несколько  компаний,  которые  производят  различные  ППР
системы  в  нескольких  модификациях  и  ППР  биосенсоры  для  изучения
биомолекулярного взаимодействия (Biacore,  Windsor scientific,  Quantech,  Texas,
NTT and Moritex) [5].
Методика [30]:  
Общие принципы экспериментов
1. Задачи:
o Выбор подходящего чипа;
o Подготовка образцов;
o Фиксация лиганда и управление им с сенсорной поверхности;
o Введение аналита;
o Регенерирование поверхности по необходимости;
o Проведение  анализа данных.
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2. Подготовка материалов и буферов
Дегазация всех буферов. 
3. Лиганд
a) Иммобилизация
Наиболее сложным шагом при настройке SPR-диагностики является
иммобилизация  одного  из  лигандов  на  поверхность  датчика,  не
нарушая  его  активности.  Иммобилизация  может  быть  прямой
(ковалентная  связь)  или  косвенной  (через  захват  с  ковалентно  -
связанной молекулой).
Основным  преимуществом  прямой  ковалентной  иммобилизации
является то, что она может быть использована для любого белка при
условии,  что  он  является  достаточно  чистым  (>  50%)  и  его
изоэлектрическая точка (pI)  должна быть> 3.5. 
 Ковалентная иммобилизация:
o Выбор химии связи;
o Подготовка лиганда;
o Оптимизация стадии предварительной концентрации;
o Оценка активности иммобилизованного лиганда;
o Установка условий для регенерации;
o Регулирование условий иммобилизации.
 Нековалентная иммобилизация (захват лиганда)
Есть два требования к нековалентной или косвенной иммобилизации
лиганда («захват лиганда»). Во-первых, должен быть обеспечен доступ
к поверхности датчика для связывания с лигандом. Во-вторых, лиганд
должен  иметь  подходящий  сайт  связывания  или  модификации,
позволяющие ему быть захваченным.
b) Измерение неспецифического связывания
c) Повторное использование сенсорных чипов
4. Аналит
Основные параметры:
a) Чистота, активность и концентрация
Для  определения  аффинности  и  константы  скорости  ассоциации
необходимо, чтобы  была известна точная концентрация.  Необходимо
определить  коэффициент  экстинкции.  Определить,  какая  часть
очищенного  белка  является  активной,  т.е.  способна  связываться  с
лигандом. 
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b) Валентность
Необходимо,  чтобы  каждая  молекула  аналита  имела  один  сайт
связывания, т.е. являлась одновалентной. 
5. Анализ данных
Известно,  что   равновесная  константа  диссоциации  комплекса  между
молекулами A и B задается выражением
][
]][[1
AB
BA
K
K
a
D 
 .  (1. 0)
б)  Константу  диссоциации  можно  выразить  через  значение  молярной
свободной энергии при стандартных условиях (ΔG°). 
D
o
D KRTG ln ,  
(1. 0)
      
где Т – абсолютная температура выражена в градусах Кельвина (298,15 K = 25
°C);
       R –  универсальная  газовая  постоянная  (1,987  cal∙K-1∙mol-1),  при
стандартной концентрации комплекса (1М). 
В  случае  биосенсоров  под  kасс понимают  скорость  связывания
анализируемого  вещества  с  поверхностью,  а  под  kдисс –  скорость,  с  которой
комплекс распадается. Типичный диапазон значений этих констант: KD = 10-5-10-
11 M.
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 Рисунок 8 - Сенсограмма представляет собой график зависимости сигнала от времени.
Увеличение числа резонансных единиц по сравнению с начальной базовой линией отражает
связывание молекул. Плато показывает стационарную фазу взаимодействия, когда
ассоциация уравновешена диссоциацией молекул комплекса. Дальнейшее уменьшение
сигнала указывает на удаление анализируемого вещества из ячейки
Типичная сенсограмма  показана  на  рисунке  8.  Биосенсор  калиброван
таким  образом,  что  сигнал  R  пропорционален  концентрации  связанного
анализируемого вещества. Сигнал будет меняться со временем в соответствие с
концентрацией  молекул  в  растворе  и  с  тем,  как  быстро  образуется  и
диссоциирует  комплекс аналита с лигандом, который пришит к поверхности
проточной ячейки. 
Изменение  энергии  Гиббса  (сродства)  состоит  из  вкладов  изменения
энтальпии (ΔH) и энтропии (ΔS)
      
STHG  *
.                                            (1. 0)
ΔH  измеряемая  величина,  она  может  быть  напрямую  измерена
микрокалориметрией (ΔHcal) или косвенно, через анализ Вант Гоффа (ΔHvH). 
Связь между константой равновесия и термодинамическими функциями
состояния может быть представлена в виде уравнения Вант-Гоффа:
R
S
TR
K vHD
0
*
ln  . 
(1. 0)
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Значения kасс и kдисс увеличиваются с ростом температуры. Связь между
константой скорости и высотой энергетического барьера (Ea) можно определить
с помощью уравнения Аррениуса. 
TR
EAk a
*
lnln 
,  (1. 0)
где k – постоянная скорость (например, kасс и kдисс );
      R –  газовая  постоянная,  А-  предъэкспоненциальный  множитель
(1/сек). 
Заключение
Метод поверхностного плазмонного резонанса (ППР) подходит для белок-
белковых  и  нуклеиново-белковых  взаимодействий.  Одной  из  наиболее
полезных  особенностей  ППР  является  то,  что  он  обеспечивает,  путем
связывания  аналита,  быстрый  способ  проверки  структурной  целостности
рекомбинантных  молекул.  ППР  также  полезен  для  измерения  сродства,
энтальпии, стехиометрии, кинетики и энергии активации взаимодействия, но не
очень хорошо подходит для анализа малых молекул (Mr <1000).
1.2.3 Методы флуоресцентной спектроскопии
Для  исследования  различных  биомолекулярных  взаимодействий  в
растворах  активно  используются  флуоресцентные  методы  [35],  которые
обладают  высокой  чувствительностью  и   информативностью  [36].  Широкое
разнообразие  флуоресцентных  методов  анализа  (рисунок   9)  позволяет
подобрать наиболее подходящий для эксперимента метод или их комбинацию.
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Рисунок 9- Флуоресцентные методы анализа структуры белков [37]
1.2.3.1 Тушение флуоресценции
Тушением  флуоресценции  называют  любые  процессы,  которые
уменьшают  интенсивность  флуоресценции  данного  вещества.  К  тушению
может приводить множество процессов, в том числе реакции в возбужденном
состоянии,  перенос  энергии,  образование  комплексов  и  тушение  при
столкновениях  [36]. Существует  два  главных  вида  тушения:  статическое  -
связанное  с  образованием  нефлуоресцирующего  комплекса,  и
динамическое - связанное со случайными столкновениями между флуорофором
и тушителем [37]. Также существует кажущееся тушение, оно может появляться
из-за  оптических  свойств  образца.  Например,  высокая  оптическая  плотность
или мутность могут приводить к уменьшению интенсивности флуоресценции. 
Для тушения (и статического, и динамического) требуется контакт между
молекулами  флуорофора  и  тушителя.  В  случае  динамического  тушения
тушитель  должен  диффундировать  к  флуорофору  в  течение  времени
нахождения  в  возбужденном  состоянии.  В  результате  контакта  флуорофор
возвращается  в  основное  состояние  без  излучения  фотона.  В  случае
статического тушения между флуорофором и тушителем (основное состояние)
образуется нефлуоресцирующий комплекс. 
Таким  образом,  для  образования  тушения  необходим  контакт  между
флуорофором и тушителем. Это основное требование,  которое проявляется в
различных  приложениях  тушения.  Например,  измерением  тушения  можно
выявить  доступность  флуорофоров  для  тушителей.  Тушение  ослабевает,  и
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диффузия  замедляется  при  слишком  вязком  растворителе,  т.е.  с  помощью
тушения  можно  определить  скорости  диффузии  тушителей  и  выявить
локализацию  флуорофоров  в  белках  и  мембранах  и  их  проницаемости  для
тушителей. 
Примером  использования  динамического  тушения  может  являться
исследование  тушения  флуоресценции  триптофановых  остатков  N-ацетил-L-
триптофанамида –  акриламидом  [38].  Предполагается,  что  при  высоких
концентрациях  тушителя  часть  флуорофоров  оказывается  соседствующей  с
тушителем  в  момент  возбуждения  и,  таким  образом,  мгновенно
дезактивируется.  Измерение времен затухания подтвердило, что это тушение в
данном случае имеет динамическую природу. Противоположные данные были
получены по тушению производного кумарина С-120 уридином [39]. В данном
случае полученное  значение кажущейся бимолекулярной константы тушения
предполагает  образование  нефлуоресцирующего  комплекса  между  С-120  и
уридином.
Тушители флуоресценции
Одним  из  наиболее  известных  динамических  тушителей  является
молекулярный  кислород,  он  тушит  флуоресценцию  почти  всех  известных
флуорофоров  [40].  Для получения достоверных значений квантовых выходов
или  времен  затухания  флуоресценции  часто  присутствует  необходимость  в
удалении  растворенного  кислорода.  Для  тушения  кислородом  необходим
контакт  между  молекулами  кислорода  и  флуорофора.  Ароматические  и
алифатические  амины  -  эффективные  тушители  для  флуоресценции
большинства  незамещенных  ароматических  углеводородов  [41].  Например,
диэтиланилином можно эффективно потушить флуоресценцию антрацена. 
В  неполярных  растворителях  часто  наблюдается  флуоресценция
комплекса  с  переносом  заряда  (эксиплекса),  и  этот  процесс  можно
рассматривать как реакцию в возбужденном состоянии,  а  не как тушение.  В
полярных  растворителях  излучение  эксиплекса  обычно  потушено,  так  что
28
взаимодействие  флуорофор  -  амин  проявляется  как  истинное  тушение  [29].
Другие диффузионные тушители: ксенон, пероксид водорода, акриламид, ВгО
-
4,  I-,  оксид  диазота,  нитрометан,  нитроксиды.  Тушителями  являются  даже
некоторые  олефины  и  стерически  затрудненные  насыщенные  углеводороды.
Также  в  качестве  диффузионных  тушителей  используются  многие
алогенсодержащие вещества:  хлороформ, трихлорэтанол,  бромбензол,  хлорид
метилртути и различные соединения,  содержащие более  одного атома хлора.
Тушение  тяжелыми  галогенами,  такими,  как  бромид  и  иодид,  может  быть
результатом  интеркомбинационной  конверсии  в  триплетное  состояние,
ускоряющейся  за  счет  спин-орбитального  взаимодействия  возбужденного  в
синглетном  состоянии  флуорофора  и  галогена  [42].  Индол,  карбазол  и  их
производные  уникально  чувствительны  к  тушению  хлорированными
углеводородами  и  акцепторами  электронов,  такими,  как  протоны,  гистидин,
цистеин, NО3-, фумарат, Cu2+, Pb2+, Cd2+ и Мn2+. Кроме этого, индол, триптофан и
их производные тушатся сукцинимидом,  дихлорацетамидом, гидрохлоридами
пиридина и имидазола, метионином,  Eu3+,  Ag+ и  Cs+.  Тушителями могут быть
также пурины, пиримидины, N-метилникотинамиды и N-алкилпиридиниевые и
пиколиниевые  соли [43]. Таким образом,  для  изучения  флуоресценции  белков
пригодно множество тушителей. 
Важно  отметить,  что  не  все  флуорофоры  тушатся  любыми
перечисленными выше веществами. Этот факт иногда можно использовать для
селективного тушения  определенного флуорофора. Эффект тушения зависит от
его механизма, обусловленного структурой индивидуальных молекул [44].
Теория динамического тушения
Динамическое тушение флуоресценции описывается уравнением Штерна
– Фольмера [36]
   QKQk
F
F
динq  11 00 
,
(1. 0)
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где F0 и F - интенсивности флуоресценции в отсутствие и в присутствии
тушителя соответственно;
       kq - биомолекулярная константа скорости тушения;
       τ0 - время затухания флуоресценции в отсутствие тушителя;
       [Q] - концентрация тушителя.
Штерн-Фольмеровская константа тушения равна 
0qдин kK 
.  (1. 0)
Данные по тушению обычно  представляют в координатах  F0/F от [Q],
поскольку  F0/F,  как  ожидается,  должно  линейно  зависеть  от  концентрации
тушителя. График дает, отсекаемый отрезок на оси у, равный единице, и наклон,
равный Кдин (рисунок  10).  Тушение флуоресценции на 50% происходит, когда
Кдин-1 равна  концентрации  тушителя,  при  которой  F0/F =  2.  Прямолинейная
зависимость  в  координатах  Штерна  -  Фольмера  обычно  указывает  на
существование в растворе одного типа флуорофоров, одинаково доступных для
тушителя. Если присутствуют два типа флуорофоров и один из них недоступен
для тушителя,  то штерн-фольмеровский график отклоняется от линейности в
сторону оси х. Такой результат часто встречается при тушении флуоресценции
триптофана в белках полярными или заряженными тушителями. Эти молекулы
с  трудом  проникают  внутрь  гидрофобных  белков  и  тушат  только  остатки
триптофана на поверхности белка.
Вывод уравнения Штерна – Фольмера [44]
Уравнение  Штерна  -  Фольмера  может  быть  выведено  несколькими
способами. Прежде всего стоит рассмотреть интенсивность флуоресценции в
отсутствие  и  в  присутствии  тушителя.  Интенсивность  флуоресценции,
наблюдаемая  для  флуорофора,  пропорциональна  его  концентрации  в
возбужденном  состоянии  F*.  При  непрерывном  облучении  устанавливается
стационарная  концентрация  возбужденных  флуорофоров  и,  следовательно,
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d[F*]  /dt =  0.   В  отсутствие  и  в  присутствии  тушителя  дифференциальные
уравнения, описывающие [F*] представляются в виде
  0][)( 0'
*
 Ftf
dt
Fd  ,
 (1. 0) 
  0]])[[()( *
*
 FQktf
dt
Fd
q
,  (1. 0) 
где f(t) — постоянная функция возбуждения флуоресценции.
Из уравнений (1.12) и (1.13) получаем уравнение Штерна – Фольмера
   QKQk
F
F
дин
q 

 100


 .  (1. 0) 
Это  уравнение  может  быть  также  выведено  путем  рассмотрения  доли
возбужденных  флуорофоров,  дезактивирующихся  путем  излучения,  по
отношению  к  общему  числу  возбужденных  флуорофоров.  Доля  F0/F
определяется  отношением  скорости  затухания(  )  флуоресценции  к  общейᵞ
скорости затухания в присутствии тушителя ( +ᵞ kq[Q])
   QKQkF
F
динq 



1
1
0
0


 . (1. 0)
Это выражение также является уравнением Штерна - Фольмера. Так как
динамическое  тушение  -  конкурирующий  процесс,  который  дезактивирует
возбужденное состояние, время затухания в отсутствие (τ 0) и в присутствии (τ)
тушителя дается выражениями
1
0
  
(1. 0)
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и1])[(  Qkq
 . (1. 0)
Следовательно,
][1 00 Qkq

 .
  (1. 0)
Последний вывод иллюстрирует важную характеристику динамического
тушения, которая состоит в одинаковом уменьшении интенсивности и времени
затухания флуоресценции (рисунок  10)

 00 
F
F
 .  (1. 0)
Уменьшение  времени  затухания  происходит  из-за  того,  что  тушение
представляет  собой  дополнительный  конкурирующий  процесс,
дезактивирующий возбужденное состояние без испускания флуоресценции, что
ведет к уменьшению квантового выхода.
Теория статического тушения
При статическом тушении происходит образование нефлуоресцирующего
комплекса  в  основном  состоянии  между  флуорофором  и  тушителем.
Возвращение  комплекса  в  основное  состояние  после  поглощения  света
происходит без испускания фотона (рисунок  10).
Зависимость  интенсивности  флуоресценции  от  концентрации тушителя
равняется
 
  QF
QFKст


,  (1. 0)
где [F -Q] - концентрация комплекса;
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       [F] - концентрация несвязанного флуорофора.
Если  форма,  находящаяся  в  комплексе,  не  флуоресцирует,  то  доля
оставшейся  флуоресценции  (F/F0)  определяется  той  частью  от  общего
количества флуорофоров, которая не закомплексована (f), т.е. f =F/F0 . 
Общая концентрация флуорофора [F] равна 
][][][ 0 QFFF 
.  (1. 0) 
С помощью подстановки в (1.22) получаем 
   ][
1
]][[
][][][ 00
QQF
F
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. (1. 0) 
Концентрации  флуорофора  можно  заменить  на  интенсивности
флуоресценции и преобразовать выражение это к виду
][1][ 0 QK
F
F
см
. (1. 0)
Зависимость  F0/F от  [Q]  идентична  зависимости,  получаемой  для
динамического тушения, за исключением того, что константа скорости тушения
здесь заменяется константой ассоциации. Данные по тушению флуоресценции,
полученные по измерению интенсивности в случае, если нет дополнительной
информации,  можно  объяснить  либо  динамическими,  либо  статическими
процессами. Для идентификации статического и динамического тушения можно
использовать времена затухания или зависимость тушения от температуры или
вязкости.  Измерение  времени  затухания  флуоресценции  -  наиболее  четкий
метод  для  различения  статического  и  динамического  тушений.  Из-за
статического  тушения  часть  флуорофоров  не  наблюдается.  Связанные  в
комплекс флуорофоры не флуоресцируют, и наблюдается флуоресценция только
несвязанных  флуорофоров.  Не  связанная  в  комплекс  часть  флуорофоров  не
возмущена, и, следовательно, для нее время затухания равно τ. Таким образом,
33
для  статического  тушения  τ0 /  τ  =  1  (рисунок   10),  в  то  время  как  для
динамического тушения F0/F = τ0/τ.
Сравнение динамического и статического тушения
В общем случае различить статическое и динамическое тушение можно
по их зависимости от температуры и вязкости или, что более предпочтительно,
по измерению времени затухания флуоресценции. А также, путем рассмотрения
других  факторов,  например, динамическое  тушение  зависит  от  диффузии.
Поскольку  повышение  температуры  приводит  к  увеличению  коэффициентов
диффузии,  можно ожидать,  что бимолекулярная константа  скорости тушения
возрастет с увеличением температуры и kq будет пропорциональна Т/η (рисунок
10). 
Рисунок 10 - Сопоставление динамического и статического тушения [44]
1.2.3.2 Флуоресцентная анизотропия
Метод флуоресцентной анизотропии является мощным инструментом в
биохимических исследованиях и медицинском биотестировании. 
При  возбуждении  поляризованным  светом   излучение  от  многих
флуоресцирующих  образцов  является  также  поляризованным.  Степень
поляризации  излучения  образцов   описывается  в  терминах  анизотропии  (r).
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Образцы,  проявляющие  отличные  от  нуля  с  анизотропией  показатели,
отображают поляризованное излучение [45]. 
Возникновение  анизотропии  является   результатом  фотоотбора
флуорофоров в соответствии с их ориентацией по отношению к направлению
поляризованного возбуждения  [46].  В  однородном растворе  все  флуорофоры
ориентированы случайным образом [44]. 
Испускание  может  стать  деполяризованным  по  ряду  причин,
относительная  значимость  которых  зависит  от  исследуемого  образца.  Все
хромофоры  имеют  свои  переходные  моменты,  которые  происходят  вдоль
определённого направления  молекулярной оси  [47].  Измерение анизотропии
показывает среднее угловое смещение флуорофора, которое происходит между
поглощением  и  последующим  испусканием  фотона  [36].  Угловое  смещение
зависит  от  скорости  и  степени  вращательной  диффузии  за  время  жизни
возбужденного  состояния.  А  скорость  вращательной  диффузии  зависит  от
вязкости растворителя, от размера и формы вращающейся молекулы [48]. 
Скорость вращения флуорофора в растворе зависит от вязкого сцепления,
накладываемого  на  флуорофор  растворителем.  Последующее  изменение
вязкости  растворителя  приводит  к  изменению  флуоресцентной  анизотропии.
Скорость диффузии вращения для малых флуорофоров в растворах с низкой
вязкостью,   как  правило,  быстрее,  чем  скорость  эмиссии.  В  этих  условиях
излучение деполяризуется и анизотропия близка к нулю [49].
Шкала  времени  вращательной  диффузии  биомолекул  сравнима  со
временем  распада  многих  флуорофоров.  Например,  белок  с  молекулярной
массой 25 кДа имеет вращательную корреляцию близкую к 10 нс. Это сравнимо
со  временем  жизни  многих  флуорофоров. Следовательно, факторы,  которые
изменяют  время  вращательной  корреляции,  влияют  и  на  флуоресцентную
анизотропию. Для биомолекул анизотропия уменьшается за счет вращательной
диффузии и внутренней гибкости [36]. 
 После  обнаружения  зависимости  флуоресцентной  анизотропии  от
вращательной  диффузии,  метод  стали  активно  применять  в  биохимических
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исследованиях.  Например,  измерение   флуоресцентной  анизотропии
использовалось  Германом  П.  и  др.  для  количественного  определения
денатурации белка [50], которая, как правило, приводит к увеличению гибкости
пептидного  остова  и  ассоциации  белков  с  другими  макромолекулами,  что  и
изменяет общую скорость вращения. Метод также может быть использован для
измерения динамики белков, например,  Шиницкий и Баренхольц ещё в 1974
году  применяли  в  своей  работе  [51] анизотропию  мембраносвязанных
флуорофоров  для  оценки  внутренней  вязкости  мембран  и  эффектов,
происходящих  с  липидным  составом,  в  зависимости  от  фазового  перехода
температуры.  Кроме  того,  измерение  анизотропии  широко  используются  в
клинической химии в виде поляризации флуоресценции иммуноанализа.
Определение флуоресцентной анизотропии
Принцип измерение флуоресцентной анизотропии показан на рисунке 11.
В  большинстве  экспериментов  образец  возбуждается  вертикально
поляризованным  светом,  а  электрический  вектор  возбуждающего  света
ориентирован параллельно вертикальной оси z. Далее интенсивность излучения
измеряется через монохроматор испускания.
Рисунок 11 – Схема измерения флуоресцентной анизотропии
36
Когда  монохроматор  испускания  ориентирован  параллельно  (II)  к
направлению  поляризованного  возбуждения,  наблюдаемая  интенсивность
называется  III.  При   перпендикулярном  ориентировании  (⊥)  интенсивность
называется  I⊥..  Эти  значения  интенсивности  используются  для  расчета
анизотропии [36]
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Анизотропия  является  безразмерной  величиной,  которая  не  зависит  от
суммарной интенсивности образца. Это происходит из-за того, что разность (III
- I⊥) нормирована относительно общей интенсивности (IТ = III +2I⊥).
В  более  ранних  публикациях  часто  используется  термин  поляризации
[48]. Поляризация равна [52]
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Поляризация  и  анизотропия  могут  быть  взаимозаменены  при
использовании выражений
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Поляризация  и  анизотропия  содержат  равнозначную  информацию,  но
анизотропия  является  более  предпочтительной,  поскольку  большинство
теоретических выражений в этом случае значительно проще. Данное уточнение
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впервые было отмечено Александром Яблонским [48]. Например, если образец
содержит смесь  флуорофоров,  каждый из  которых имеет  поляризацию (Р i) и
долю от общей интенсивности флуоресценции (fi), то поляризация для смеси (P)
будет задаваться уравнением
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А анизотропия (r) при этом будет равна

i
ii rfr
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(1. 0)
где  ri -  анизотропия  индивидуальных  флуорофоров.  Кроме  того,  после
импульсного  возбуждения  затухание  анизотропии  флуоресценции  r(t)  сферы
будет задаваться формулой [36]

t
ertr

 0)(
,  (1. 0)
где r0 - анизотропия в момент t = 0;
       – время вращательной корреляции сферы.Ɵ
Затухание  поляризации  не  подчиняется  одноэкспоненциальному  закону
даже для сферической молекулы.
Если предположить, что свет полностью рассеян, то I⊥ = 0, а P = r = 1. Для
флуорофоров  в  растворе,  значения  P и  r никогда  не  будут  равны  единице;
измеряемы значения обычно меньше из-за зависимости фотоотбора от угла. Для
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естественного или неполяризованного света I|| = I┴ и Р = r = 0. Важно отметить,
что P и r не равны между собой для промежуточных значений.
Определение анизотропии и поляризации
При рассмотрении частично поляризованного света, направленного вдоль
оси  x,  можно  предположить,  что  интенсивности  Iz и  Iy частично
поляризованного  света  могут  быть  измерены  с  помощью  детектора,
ориентированного вдоль оси x. Поляризация (P) определяется как доля линейно
поляризованного света, т.е. 
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где  p – интенсивность поляризованного компонента, а  n - интенсивность
естественного  компонента,  которая  задается  выражением  n=  2Iy,
поляризованная  составляющая равна  р  =  Iz -  Iy.  С  помощью подстановки  в
уравнение  (1.33)  уравнение  (1.27),  получаем  уравнение,  которое  является
стандартным определением  поляризации [45].  
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Рисунок 12 - Схематическое представление поляризации и анизотропии света [36]
Анизотропия  (r)  определяется  как  отношение  поляризованного
компонента к суммарной интенсивности (IТ)
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Если  возбуждение  поляризовано  вдоль  оси  z,  то  дипольное  излучение
флуорофора также симметрично по оси z (рисунок  12). Следовательно, Ix = Iy ,
а Iz = III и Iy= I⊥ , получаем уравнение (1.26). 
Рисунок 13 - Электрическое поле от излучающего диполя, ориентированного вдоль z-
оси. Тонкими стрелками на линях показано направление электрического поля Е, широкими 
показано направление распространения энергии, симметричной относительно z оси [36]
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Поляризация является подходящим параметром для описания источника
света, когда световой луч направлен вдоль определенной оси. В данном случае
p + n  - общая интенсивность и Р - отношение избыточной интенсивности вдоль
оси  z,   поделенной  на  общую  интенсивность.  Пример  данного  излучения
представлен  (рисунок   13)  для  диполя,  ориентированного  вдоль  оси  z
излучение, испускаемое флуорофором, является симметрично распределенным
по оси z. 
Теория анизотропии
Теорию флуоресцентной анизотропии можно получить при рассмотрении
одной молекулы [53]. Например, можно предположить,  что диполи поглощения
и  испускания  флуорофора  параллельны.  Это  почти  соответствует  для  1,6-
дифенил-1,3,5-гексатриена (ДФГТ). А одна молекула ориентирована под углом
 по  отношению к  оси  Ɵ z и  ϕ относительно  к   оси  y (рисунок   13)  [36].  В
основном, молекулы  ДФГТ в изотропном растворителе будут ориентированы
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случайным образом.  Известно,  что  излучающие  флуорофоры ведут  себя как
излучающие диполи [47]. 
В  данном  случае,  можно  вычислить  анизотропию,  которая  будет
наблюдаться для этой ориентированной молекулы в отсутствие вращательной
диффузии. 
Рисунок 14
 - Интенсивность испускания флуорофора в системе координат [36]
На рисунке 14  III и  I⊥ показана пропорциональная проекция момента
перехода  на  оси.  Проекция  момента  перехода  совпадает  с  проекций
электрического  поля,  создаваемого  флуорофором.  На  рисунке  13  показано
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пространственное  распределение  света,  излучаемого  диполем,
ориентированным вдоль оси z. 
Электрическое поле, создаваемое флуорофором, описывается формулой


 ˆsin),(
r
kE 
,  (1. 0) 
где к – постоянная величина (константа);
r- расстояние от флуорофора; 
ɵɵ  - единичный вектор для координаты
 
.Ɵ  
Интенсивность  излучаемого  света  пропорциональна  квадрату
электрического поля и определяется как
r
r
kI ˆsin),( 2
2
2  
, (1. 0)
где ȓ- единичный вектор в направлении распространения.
На рисунке 15 показана зависимость интенсивности излучения для диполя,
ориентированного  аналогично  молекуле  ДФГТ.  Электрическое  поле  всегда
подходит  к  этой  поверхности  по  касательной.  Вокруг  экватора  этой
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поверхности  электрическое  и  магнитное  поля  направлены  в  том  же
направлении,  что и переходный момент излучения.  Следовательно,  проекция
поля на оси z пропорциональна cosƟ, а интенсивность пропорциональна cos2 .Ɵ
Аналогичным  образом  будет  и  для  проекции  поля  вдоль  оси x –
пропорциональна sinƟ sin ϕ.  Поэтому,  для  описания  теории  анизотропии
используют такие схемы, как на рисунке 14. 
Рисунок 15 – Диполь излучения в системе координат [36]
Таким  образом,  интенсивность  поляризованного   света  вдоль  оси,
пропорциональна проекции переходных моментов на этой оси. Следовательно,
параллельные и перпендикулярные интенсивности для молекулы на рисунке 14
будут равны
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 2cos),( III
,  (1. 0)
 22 sinsin),( I
. (1. 0)
Анизотропия, для случайным образом ориентированных флуорофоров при
возбуждении  поляризованным  светом,  вычисляется  путем  измерения  и
вычисления  соответствующих  усреднённых  интенсивностей  на  основе
фотоподбодборки возбуждения. При возбуждении поляризации вдоль оси z, все
молекулы по оси  y возбуждены с равной вероятностью под углом  ϕ.  То есть,
популяция возбужденных флуорофоров симметрично распределена вокруг оси
z. Популяция  возбужденных молекул ориентирована с равной вероятностью со
значениями  от  ϕ до  2π.  Таким  образом,  среднее  значение  sin2  ϕ задается
формулой
2
1
sin
sin 2
0
2
0
2
2 







d
d
.  (1. 0) 
Следовательно, 
 2cos)( III
 , (1. 0)
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 2sin
2
1)( I
. (1. 0)
Явление фотоподбора - возбуждение поляризованным светом, приводящее
к появлению популяции возбужденных флуорофоров вдоль оси z. Большинство
возбужденных флуорофоров выровнены близко к оси z, немногие флуорофоры
имеют свои переходные моменты, ориентированные вдоль оси x.
При  наблюдении  коллекции  флуорофоров,  ориентированных
относительно  оси  x с  вероятностью  f( )Ɵ ,  измерение  интенсивности
флуоресценции для данных молекул будет равно
 

coscos)(
2
0
2 kdfI II
, (1. 0)
  

2
2/
0
2 sin
2
sin)(
2
1 kdfI
,  (1. 0)
где f(
Ɵ
) – вероятность ориентации флуорофора между 
Ɵ и + Ɵ dƟ;
      k – инструментальная константа. Через формулу  sin2  = 1-Ɵ cos2Ɵ
можно получить значение анизотропии
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Следовательно, величина анизотропии определяется средним значением
cos2Ɵ, где  Ɵ – угол диполя испускания по отношению к оси z.  Это происходит
потому,  что  наблюдаемые  интенсивности I|| и I┴ пропорциональны  квадрату
проекций индивидуальных моментов перехода на оси х и z. 
Взаимосвязь  между  экспериментально  определяемой  флуоресцентной
анизотропией,  флуоресцентным  временем  жизни  и  скоростью  вращательной
диффузии флуорофора устанавливается уравнением Перрeна


1
0r
r
 ,    (1. 0)
где  ϕ-  корреляционное  время  вращения,  отражающее  скорость
вращательной диффузии флуорофора;
         τ - флуоресцентное время жизни;
         r – экспериментально определяемая флуоресцентная анизотропия;
         r0 –  фундаментальная анизотропия (анизотропия в  отсутствие
деполяризации,  обусловленной  вращательной  диффузией  флуорофора  и
переносом энергии) [37].
Флуоресцентные метки
При  измерении  флуоресцентной  анизотропии  используются
флуоресцентные  метки  (флуорофоры,  ковалентно  связанные  с  исследуемым
биологическим объектом) и флуоресцентные зонды (флуорофоры, нековалентно
связанные с исследуемым биологическим объектом). Флуоресцентные свойства
этих соединений и классификацию подробно рассмотрел в своей книге  Ю.А.
Владимиров [54].  
Основные показатели выбора флуоресцентной метки [37]:
47
 Основные  характеристики  флуорофоров  (длина  волны  возбуждения  и
испускания, квантовый выход и флуоресцентное время жизни);
 Резкое  изменение  флуоресцентных  свойств  соединения  при  изменении
полярности среды;
 Простота методики введения флуоресцентной метки;
 Стабильность полученного коньюгата;
 Флуоресцентное  время  жизни  флуорофора  должно  быть  сравнимо  по
порядку с предполагаемым корреляционным временем вращением белка;
 Флуоресцентная метка не должна привносить существенных изменений в
структуру и свойства белка (не должно быть существенного изменения
гидрофильно - липофильного баланса поверхности белка).
Применение флуоресцентной анизотропии
Измерение  флуоресцентной  анизотропии  широко  используется  в
биохимических  исследованиях.  Это происходит  потому, что любые факторы,
которые влияют на размер, форму и сегментальную гибкость макромолекулы,
будут  влиять  на  наблюдаемую  анизотропию.  Вышеперечисленные  свойства
макромолекул могут изменяться под воздействием вязкости, рН, температуры,
денатурирующих агентов и из-за реакций ассоциации.
Например,  измерение  флуоресцентной  анизотропии  может
использоваться  для  количественной  оценки  денатурации  [55] и  реакций
ассоциации  белков  с  лигандами  [56],  для  изучения  связывания  антигена  с
антителом  [57],  оценки  местоположения  измеряемого  зонда  в  сложных
биологических  средах  [58],  т.е.  дает  ценную  информацию  о  состоянии
окружающей  флуорофор  среды.  Например, Маллик А. и др. проводили
спектроскопическое  исследование  взаимодействия  3–ацетил  -4  -  оксо-6,7  –
дигидро  –  12Н  –  индоло-[2,  3  -a]  хинолизина  с  бычьим  сывороточным
альбумином  (БСА).  Определили,  что  возрастание  значений  флуоресцентной
анизотропии  указывает  на  то,  что  молекула  зонда  находится  в  белке  в
стесненных  условиях  (при  локализации  наблюдается  ограниченная
подвижность зонда)[59], а A. Гангули заметил, что величина анизотропии зонда
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в  90%  водно-глицерином  растворе  аналогична  величине  в  среде  на  уровне
насыщения белка БСА [60]. 
Также измерение флуоресцентной анизотропии может использоваться для
оценки микровязкости в области ацильных боковых цепей клеточных мембран.
Чаще  всего  выбирают  перилен,  9-винилантрацен,  2-метилантрацен  [61] и
дифенилгексатриен  [53][45] при  молярном  соотношение  липид/зонд  в
диапазоне 200:1 — 2000:1 и концентрации липидов 0,1 - 10 мг/мл, что говорит о
высокой чувствительности метода.  
Таким  образом,  некоторые  благоприятные  характеристики  метода,  а
именно относительно простая теоретическая основа, несложное и сравнительно
недорогое  оборудование  и  высокая  чувствительность  измерений,
способствовали его широкому распространению.
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2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
2.1 Материалы
2.1.1  Химические реагенты
В работе были использованы следующие химические реактивы:
Fermentas (Литва): дезоксирибонуклеотидтрифосфаты,
рибонуклеотидтрифосфаты;
Химмед (Россия): ледяная уксусная кислота;
Novagen (Германия): KOD Hot Start ДНК-полимераза;
GERBU: бакто-агар, дрожжевой экстракт, бакто-триптон;
Pharmacia Biotech (Швеция): N,N'-метилен-бис-акриламид;
Биохимик (Россия): ампицилин;
Reanal (Венгрия): бромфеноловый синий, ТЕМЕД;
Serva (Германия): акриламид, сульфат аммония, додецилсульфат натрия,
персульфат аммония, ксиленцианол, кумасси голубой G-250, ЭДТА;
Sigma  (США):  ацетат  калия,  трис(гидроксиметил)-аминометан,  PIPES,
диметилсульфоксид, толуидиновый синий, БСА;
ICN (США): сульфат аммония; 
Takara (Япония): ИПТГ;
Остальные  использованные  реактивы  имели  квалификацию  “ХЧ”  и
“ЧДА” (Реахим, СССР).
Для измерения флуоресцентной анизотропии использовались нуклеотиды
АМФ-МАНТ и ГМФ-МАНТ фирмы Jena Bioscience (Германия).
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Рисунок 16 – Химическая структура АМФ-МАНТ (2’/3’-О-(N-метил-
антранилоил)-аденозин-5’-монофосфат)
Рисунок 17 – Химическая структура ГМФ-МАНТ (2’/3’-O-(N- метил-
антранилоил)-гуанозин-5’-монофосфат)
2.1.2  Хроматографические носители
Butyl Fast Flow (Pharmacia, Швеция);
DEAE-Sepharose (Pharmacia, Швеция);
Superdex G75 (Pharmacia, Швеция);
Heparin-Sepharose (Pharmacia, Швеция).
2.1.3  Буферы
Буфер А: 1 М ((NH4)2SO4), 1 M NaCl, 50 мМ Трис-HCl, pH=8,0;
Буфер Б: 50 мМ Трис-HCl, pH=8,0;
Буфер В: 1 M NaCl, 50 мМ Трис-HCl, pH=8,0;
Буфер Г:1,5 М ((NH4)2SO4), 300мМ NaCl, 10 мМ Трис-HCl, pH=8,0;
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Буфер Д: 100 мМ NaCl, 50 мМ Трис-HCl, pH=8,0;
Буфер для концентрирования: 300 мМ NaCl, 50 мМ Трис-HCl, pH=8,0;
Электродный  буфер  для  электрофореза  в  денатурирующих  условиях  c
добавлением ДСН: 0,025 М Tрис-HCl, pH=8,3, 0,192 М глицин, 0,1% ДСН.
Буфер для измерения флуоресцентной анизотропии: 0,2 M NaCl, 50 мM Tris–
HCl8.0.
2.1.4  Питательные среды
LB: 1% бакто-триптон, 0,5% дрожжевой экстракт, 1% NaCl;
LB-агар: 1% бакто-триптон, 0,5% дрожжевой экстракт, 1% хлорид натрия, 1,5%
бакто-агар
2.1.5  Приборы
Хроматография  белков  проводилась  на  колонках  HiTrap  (Pharmacia,
Швеция)  и  Tricorn (GE Healthcare,  Швеция)  с  различными носителями,  при
помощи  хроматографических  систем  ÄKTA  start (GE Healthcare,  Швеция)  и
Econo System (BIO-RAD, США).
Для  измерения  оптической  плотности  белков  использовали
спектрофотометр “Ultrospec 2100” (Amersham biosciences, Швеция).
Электрофоретический  анализ  образцов  белка  осуществляли,  используя
комплект оборудования для электрофореза Mini Protean II (BIO-RAD, США) и
источник питания Эльф 4 (ДНК-технология, Россия).
Для разрушения клеток использовали ультразвуковой дезинтегратор Sonic
Dismembrator 550 (Fisher Scientific, США.
В  работе  использовали  низкоскоростные  центрифуги  J2-21  (Beckman,
США); Еppendorf Mini spin (Eppendorf Gerätebau, Германия), высокоскоростную
центрифугу TL-100 (Beckman, США); весы: ВЛКТ-500-М, 2400 МР (Sartorius,
Германия);  термостат  MLW  UH  (MLW,  ГДР);  термостатированный  шейкер
innova  4000  (NEW BRUNSWICK  SCIENTIFIC,  США),  Max Q 4000  (Thermo
Scientific,  США);  шейкер  IKA® VIBRAX  VXR  basic  (IKA,  Германия);
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ультрафиолетовый  трансиллюминатор  Сole-Parmer  (Сole-Parmer  Instrument
Company, Франция); магнитные мешалки ММ2А (ЧССР); система очистки воды
Millipore (Millipore, США); набор автоматических пипеток Еppendorf Research
(Франция); рН-метр (Sartorius, Германия).
Измерения  флуоресцентной  анизотропии  проводились  на
спектрофлуориметре Cary Eclipse (Varian, USA) (рисунок  18)
Рисунок 18 - Спектрофлуориметр Cary Eclipse
2.2 Методы
2.2.1 Микробиологические методы
2.2.1.1 Получение компетентных клеток E.coli
Получение  компетентных  клеток  с  высокой  эффективностью
трансформации  проводили  согласно  методике  Иноуе  [62] с  применением
хлористого марганца и ДМСО.
Культуру клеток выращивали при интенсивном перемешивании в 50 мл
среды LB при 30°С (150-200 об/мин) до оптической плотности OD590 = 0,5-0,6.
Клетки  собирали  центрифугированием  в  предварительно  охлажденных
стерильных пробирках (5000g, 10 мин, 4°С). Осадок клеток ресуспендировали в
16  мл  охлажденного  буфера  TB  и  повторяли  центрифугирование.  Осадок
ресуспендировали в 3 мл охлажденного буфера ТВ, добавляли 225 мкл ДМСО.
Отбирали алликвоты по 100 мкл и замораживали в жидком азоте. Компетентные
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клетки  хранились  при  -70°С  1-2  месяца  без  значительного  снижения
эффективности трансформации.
2.2.1.2 Трансформация клеток E.coli
Для  трансформации  использовали  200  мкл  суспензии  компетентных
клеток.  К  компетентным  клеткам  добавляли  10-20  нг  плазмидной  ДНК  и
помещали на 30 мин в лед. Температурный шок проводили при 42°С в течение
одной минуты. После охлаждения во льду (5 мин) к клеткам добавляли 0,8 мл
среды  LB  и  инкубировали  в  течение  часа  при  37°С.  После  этого  клетки
осаждали центрифугированием (4000g, 30 секунд) и ресуспендировали в 100
мкл  среды  LB.  Клеточную  суспензию  наносили  на  чашки  с  агаризованной
средой LB и инкубировали при 37°С до появления колоний (обычно в течение
ночи).  При  проведении  селекции  с  использованием  антибиотиков  к
агаризованной среде добавляли 100 мкг/мл ампициллина.
2.2.2 Биохимические методы при работе с белками
2.2.2.1 Экспрессия генов
EcoHfq, MjaSmAP, TRAP и CspB
Для экспрессии генов использовали систему Штудиера [63]. Клетки E.coli
BL21(DE3) трансформировали плазмидой pET22b, содержащей ген  Hfq из  E.
coli,  MjaSmAP,  cspB или  mtrB и  высевали  на  чашки  Петри  с  агаризованной
средой LB, содержащей антибиотик ампициллин (100 мкг/мл). Клетки растили
в течение ночи при +37ºС, затем пересевали в жидкую среду LB (ампициллин
100 мкг/мл)  и  растили при  +37ºС  или  +42ºС при  интенсивном покачивании
(150-200 об/мин) до оптической плотности OD590= 0,6-0,8, после чего к клеткам
добавляли ИПТГ до конечной концентрации 1 мМ (EcoHfq, MjaSmAP) и 0.5 мМ
(TRAP и CspB). После добавления индуктора клетки продолжали инкубировать
в тех же условиях в течение 3 часов.  Клетки,  содержащие плазмиду  pET22b
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cspB, после индукции растили при +20ºС в течении ночи. Полученную биомассу
осаждали центрифугированием при 8000g, 10 мин, +4С.
2.2.2.2 Выделение белков
По  3-4  г.  клеток  ресуспендировали  в  10  мл  буфера  для  разрушения
(несущие ген EcoHfq - 1 М NaCl, 50 мМ MgCl2, 50 мМ ЭДТА, 100 мМ Tris-HCl
pH=8,0; ген MjaSmAP - 50 мМ Tris-HCl, рН 8,0, 1 М NaCl, 0,25 М MgCl2  и 5 мМ
EDTA;  содержащие плазмиду с геном белка TRAP - 50 мМ Трис-HCl, pH=8,0,
50 мМ MgCl2, 1М NaCl, 5 мМ EDTA; с геном cspB - 20 мМ Трис-HCl, pH=8,0, 50
мМ  MgCl2,  5  мМ  EDTA).  Разрушали  клетки  во  льду  в  полипропиленовых
пробирках Falcon на ультразвуковом дезинтеграторе в режиме: время пульса 1
секунда, пауза 1 секунда, общее время 20 минут. Клеточный дебрис осаждали
центрифугированием при 9800g в течение 20 мин при 4°С. 
2.2.2.3 Тепловая коагуляция белков E.coli
Супернатант после  осаждения  клеточного  дебриса  прогревали  в
полипропиленовых пробирках  Falcon  в  течение  20  минут  при  75-85°С (Hfq,
MjaSmAP ) и при 60°С (TRAP), постоянно перемешивая. Затем образцы быстро
переносили  в  лёд  на  5  мин.  и  осветляли  (20  мин.  при  9800g).  Белок  CspB
термолабилен, поэтому в ходе его выделения  прогрев не использовался.
2.2.2.4 Гидрофобная хроматография на колонке с носителем Butyl-
Sepharose
• EcoHfq, MjaSmAP
Перед  хроматографией  в  полученный  после  прогрева  супернатант
добавляли  сульфат  аммония  до  концентрации  1,5  М  или  менее.  Колонку  с
носителем Butyl-Sepharose уравновешивали тремя объемами стартового буфера
с  соответствующей  концентрацией  сульфата  аммония.  Образец  наносили  со
скоростью 0,5-1,0 мл/мин. После нанесения образца колонку промывали пятью
объемами  стартового  буфера.  Элюцию  белков  вели  при  помощи  обратного
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линейного градиента в буфере с концентрацией сульфата аммония от 1,5 М до 0
М с рабочей скоростью 0,5 мл/мин. Общий объём градиента составлял 50-100
мл,  объём  собираемой  фракции  –  2-4  мл.  После  хроматографии  фракции
анализировали  спектрофотометрически  и  электрофорезом  в  ПААГ  в
присутствии ДСН. 
• TRAP
Перед  хроматографией  в  полученный  после  прогрева  супернатант
добавляли сульфат аммония до концентрации 1 М. Колонку с носителем Butyl-
Sepharose (объем 10 мл) уравновешивали тремя объемами стартового буфера А
(1 М ((NH4)2SO4), 1 M NaCl, 50 мМ Трис-HCl, pH=8,0). Образец наносили со
скоростью  0,5  мл/мин.  После  нанесения  образца  колонку  промывали  пятью
объемами  стартового  буфера.  Элюцию  белков  вели  при  помощи  обратного
линейного градиента в буфере А с концентрацией сульфата аммония от 1,5 М до
0 М с рабочей скоростью 0,5 мл/мин. Общий объём градиента составлял 100 мл,
объём  собираемой  фракции  –  2  мл.  После  хроматографии  фракции
анализировали  спектрофотометрически  и  электрофорезом  в  ПААГ  в
присутствии ДСН. 
• CspB
Перед  хроматографией  в  полученный  супернатант  добавляли  сульфат
аммония до концентрации 1,7 М. Колонку с носителем Butyl-Sepharose (объем
10  мл)  уравновешивали  тремя  объемами  стартового  буфера  Г  (1,5  М
((NH4)2SO4),  300мМ NaCl,  10  мМ Трис-HCl,  pH=8,0).  Образец  наносили со
скоростью  0,5  мл/мин.  После  нанесения  образца  колонку  промывали  пятью
объемами  стартового  буфера.  Элюцию  белков  вели  при  помощи  обратного
линейного градиента в буфере Г с концентрацией сульфата аммония от 1,5 М до
0,5 М с рабочей скоростью 0,5 мл/мин. Общий объём градиента составлял 100
мл,  объём  собираемой  фракции  –  2  мл.  После  хроматографии  фракции
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анализировали  спектрофотометрически  и  электрофорезом  в  ПААГ  в
присутствии ДСН. 
2.2.2.5 Ионообменная хроматография на колонке с носителем DEAE-
Sepharose
Гидрофобная хроматография давала белковый препарат с чистотой около
95%, который,  однако,  содержал большое количество примесей нуклеиновых
кислот,  что  было  определено  спектрофотометрически.  Освобождение  от
примесей производилось на ионообменной смоле DEAE-Sepharose,  которая с
высокой эффективностью связывает нуклеиновые кислоты.
Перед нанесением на  колонку  препарат белка разводили  до  конечной
концентрации NaCl около 300 мМ. Колонку уравновешивали тремя объемами
забуференного раствора 300 мМ NaCl, 50 мМ Tris-HCl pH=8,0. После нанесения
образца колонку промывали 40 мл забуференного раствора того же состава, так
как в этих условиях белки Hfq не связываются с носителем колонки, в отличие
от РНК. Скорость тока составляла 0,5 мл/мин, фракции собирались по 2 мл.
Фракции анализировали спектрофотометрически на наличие РНК, объединяли
и концентрировали с помощью концентраторов.
2.2.2.6 Аффинная хроматография на колонке с носителем Heparin-
Sepharose
Колонку с носителем Heparin-Sepharose уравновешивали тремя объемами
стартового  забуференного  раствора  50  мМ  NaCl,  100  мМ  Tris-HCl pH=8,0.
Препарат  белка  после  хроматографии  на  носителе  Butyl-Sepharose
концентрировали  до  1  мл  и  переводили  также  в  стартовый  буфер.  Образец
наносили на колонку со скоростью 0,5 мл/мин в объеме 50 мл. После нанесения
белка колонку промывали тремя объемами стартового буфера. Элюцию белков
вели при помощи прямого линейного градиента концентрации хлорида натрия в
от 0,05 М до 0,8 М в с рабочей скоростью 0,5 мл/мин. Общий объём градиента
составлял 100 мл,  объём собираемой фракции – 2 мл. После хроматографии
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фракции анализировали спектрофотометрически и электрофорезом в ПААГ в
присутствии ДСН, объединяли и концентрировали с помощью концентраторов.
2.2.2.7  Аналитическая  гель-фильтрация  на  колонках  с  носителями
Sephadex G75 и G200
• Hfq, MjaSmAP
Для проведения хроматографии использовали растворы с концентрацией
NaCl 150 мМ при   рН  8,0.  Образец  наносили  на  колонку  со  скоростью  0,4
мл/мин в объеме 100 мкл. Анализировали спектры на длинах волн 220 нм, 260
нм и 280 нм.
• CspB
Так  как  белок  CspB имеет  сравнительно  малый  размер  (7,3  кДа)  по
сравнению с большинством белков в E.coli, использовали гель-фильтрацию для
очистки белка от белковых примесей. Препарат белка после хроматографии на
носителе Butyl-Sepharose концентрировали до 1 мл, затем наносили на колонку
со смолой Superdex G75 (объем колонки 120 мл), уравновешенную буфером Д
(100 мМ NaCl,  50 мМ Трис-HCl,  pH=8,0).  После нанесения образца колонку
промывали 170 мл буфера того же состава, скорость тока составляла 0,4 мл/мин,
фракции собирались по 2  мл.  После  хроматографии фракции анализировали
спектрофотометрически и электрофорезом в ПААГ в присутствии ДСН.
2.2.2.8  Электрофорез  белков  в  ПААГ  в  присутствии
додецилсульфата натрия (ДСН)
Электрофорез проводили по методу Леммли с некоторыми изменениями
[64] в  пластинах  геля размером 7х8 см толщиной 0,75 мм в  аппарате  “Mini
Proteаn II” фирмы Bio-Rad.
Разделяющий гель содержал 15% акриламида (37,5:1), 0,375 М Трис-HCl,
pH=8,8,  0,1%  ДСН;  для  полимеризации  на  4  мл  раствора  добавляли  4  мкл
ТЕМЕД и 40 мкл 10% ПСА. Концентрирующий гель содержал: 6% акриламид
(37,5:1),  0,125 мМ Tрис-HCl, pH=6,8, 0,1% SDS; для полимеризации на 2 мл
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раствора  добавляли  2  мкл  ТЕМЕД  и  20  мкл  10%  ПСА.  Для  электрофореза
использовали электродный буфер, содержащий 0,025 М Tрис-0,192 М глицин,
pH=8,7; 0,1% ДСН.
Буфер  для  приготовления  образцов  содержал  в  10  мл:  1%  ДСН,
0,25% β-меркаптоэтанол,  0,3%  глицерина,  0,5%  БФС.  К  образцу  добавляли
данный забуференный раствор (1/4 объема образца) и кипятили в течение 10
мин.
После  электрофореза  гель  фиксировали  и  окрашивали  в  растворе
содержащем 10% уксусной кислоты,  20% этанола,  0,5% кумасси  G-250,  при
65С в течение 10 мин. Фоновую окраску отмывали кипячением в воде.
2.2.3 Измерение флуоресцентной анизотропии
Методика:
1. Приготовление исходного раствора нуклеотидов с концентрацией 10-6 М;
2. Приготовление исходного раствора белка с максимальной концентрацией 
10-3 М;
3. Приготовление  первого образца в кювете 0.3 x 0.3 cм смешением 2 мкл 
исходного раствора нуклеотидов и 98 мкл буфера (0,2 M NaCl, 50 мM 
Tris–HCl8.0). Это базовая (фоновая) точка;
4. В кювету добавляют раствор белка. Так, чтобы его концентрация 
повышалась от 10-6 М до10-4 М;
5. Флуоресцентную анизотропию в кювете  измеряли на 
спектрофлуориметре при постоянной температуре (22 °C). Длина волны 
возбуждения – 355 нм, длина волны испускания - 448 нм. Для каждой 
точки прибор делает пять измерений и автоматически рассчитывает 
среднее значение величины погрешности. В ходе работы получали три 
независимые кривые титрования для каждой пары нуклеотид – белок.
6. На основании экспериментальных данных проводится расчет 
равновесных констант диссоциации по ниже представленной методике.  
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2.2.4  Теоретическое  описание  расчета  константы  на
основании данных титрования
Расчет  равновесных  констант  диссоциации  из  кривых  титрования  был
проведен  согласно  методике
,  представленной  в  [65] (приведенные  графики
являются примером). 
Для обратимой бимолекулярной реакции верно равенство 
ABBA K , 
(2. 0)
где А и В – исходные компоненты (в нашем случае нуклеотид и белок);
      АВ – продукт реакции (комплекс).
Рисунок 19
- Форма кривой насыщения
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 Для  бимолекулярной  реакции  данного  типа  можно  определит
равновесную  константу  диссоциации  КD или  равновесную  константу
ассоциации (КА), которые взаимно связаны между собой
]][[
][
BA
ABK А 
    (2. 0)
А
D К
K 1 , 
(2. 0)
Обе  константы  зависят  от  температуры  и  других  факторов.  Таким
образом,  для  определения  равновесной  константы  диссоциации  необходимо
поддерживать постоянное значение температуры.
По  закону  действующих  масс  система  находится  в  равновесии,  когда
концентрации образцов не изменяются 
0][]][[][  диссасс kABkBAdt
ABd , 
(2. 0)
  
D
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k
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.  (2. 0)
Определение КD для бимолекулярной реакции
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Как  правило,  фиксируют  исходную  концентрацию  одного  реагента
(например, лиганда [L0]), а затем добавляют другой  реагент (например, белок
[P0]) до достижения насыщения белка лигандом. 
Далее анализируют значения [P], [L] и [LP]:
1.
Строится кривая насыщения:
Рисунок 20
 - Кривая насыщения белка лигандом
Математическое соотношение между связанной фракцией [υ] и фракцией
с изменяемой концентрацией [P] будет равно
][
][
1
][
1
1
][
][
1
][][
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PK
P
P
K
LP
LLPL
LP
DD 







  (2. 0)
Это уравнение гиперболической кривой связывания или насыщения 
(рисунок  20).
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[υ] иначе обозначают –  b
][
][
PK
P
D
b 

   (2. 0)
Из выражения видно, что, если [P]=KD, то  b = 0,5. Таким образом,  KD
численно равна концентрации [P], при которой связывание составляет половину
от максимального связывания [L]. Это позволяет оценить значение KD путем
проверки связывающей кривой. 
2.
Строится график зависимости [υ] от логарифма концентрации [P]  из 
гиперболической кривой насыщения 
Рисунок 21 – Определение константы диссоциации по графику зависимости [υ] от
логарифма концентрации белка [P]
Cвязывание  данных  также  можно  преобразовать  в  линейную  форму  в
соответствии с уравнением Скатчарда
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 Данное уравнение преобразуется в
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Таким образом, построение графика b/[P] должно дать прямую линию с
наклоном -1/KD. 
Рисунок 22 - График зависимости [υ] /[P] от концентрации [υ]
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
[изъято 10 страниц]
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе работы были получены следующие результаты:
1. Проведен анализ сродства ряда РНК-связывающих белков к 
флуоресцентно меченым нуклеотидам АМФ-MAНT и ГМФ-MAНT 
по изменению флуоресцентной анизотропии
2. Измерены равновесные константы диссоциации для исследуемых 
комплексов белков с нуклеотидами
Выводы:
+ Метод  позволяет  оценить  возможность  получения  стабильных
комплексов  белков  с  нуклеотидами.  Значения  KD стабильных  и
пригодных  для  кристаллизации  комплексов  должно  быть  меньше
1•10-6 М.
+ Оценка  сродства  белков  к  нуклеотидам   по  изменению
флуоресцентной  анизотропии  достаточно  прост,  имеет  высокую
чувствительность  и  не  является  дорогостоящим,  поскольку  для
одного измерения требуется 50 - 150 мкл 1 мМ раствора белка.
+ Использование  флуоресцентно-меченых  нуклеотидов  позволяет
обойтись без радиоактивной метки.
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ
B. subtilis (Bsu) – Bacillus subtilis
E. coli – Escherichia coli
ITC - изотермическую калориметрию титрования 
MjaL1 - рибосомный белок L1 из Methanococcus jannaschii
MST - микромасштабный термофорез 
r – анизотропия 
SmAP1 – Sm-подобный архейный белок
Sm-подобные белки - белки, принимают участие в регуляции транскрипции и
трансляции ряда РНК 
АМФ-MAНT – флуоресцентно-меченный аденозинмонофосфат 
БСА - бычий сывороточный альбумин 
ГМФ-MAНT – флуоресцентно-меченный гуанозинмонофосфат 
ДНК - дезоксирибонуклеиновая кислота 
ДФГТ - 1,6-дифенил-1,3,5-гексатриен 
КА - константа ассоциации 
КD - равновесная константа диссоциации
Kd- кажущаяся константа диссоциации
мРНК – матричная рибонуклеиновая кислота 
НК - нуклеиновая кислота 
оцДНК – одноцепочечные участки дезоксирибонуклеиновой кислоты,
оцРНК – одноцепочечные участки рибонуклеиновой кислоты
ПАВ - поверхностно-активные вещества
ППР - поверхностный плазмонный резонанс 
РНК - рибонуклеиновая кислота
рРНК – рибосомная рибонуклеиновая кислота 
ЯМР - ядерный магнитный резонанс
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